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(54) Title: DNA CODING FOR A ZINC FINGER PROTEIN, A ZINC FINGER PROTEIN AND THE USE THEREOF 
(54) Bczcichnung: ZINKFINGER-DNA, -PROTEIN UND IHRE VERWENDUNG 
(57) Abstract 

The invention concerns DNA coding for a zinc finger protein and a protein of this type. The invention further concerns the use of 
the DNA and the protein in diagnosis, therapy or gene therapy of tumors. The DNA coding for the zinc finger protein is an insert of the 
cDNA clone COS AP4-E1. This clone comes from a cDNA library of the cervix carcinoma cell line ME180, which contains the human 
papilloma virus 68 DNA, and has four zinc fingers in its exon sequences. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA und ein solches Protein. Femer betriffi die Errindung die 
Verwendung der DNA und des Proteins in Diagnose. Therapie oder Gentherapte von Tumoren. Die Zinkfinger-Protein kodierende DNA 
ist ein Insert des cDNA Klons COS AP4-E1. Dicser Klon entstammt ciner cDNA-Bibiiothck der Cervixcarcinomzellinie ME 180. die die 
Human Papillomvirus 68-DNA enthalt, und besitzt 4 Zinkfinger in seinen Exon-Sequenzen. 
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Zlnkf inqer-DNA, -Protein und ihre Verwendung 
Die Erfindung betrifft eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA und ein 
solches Prot in. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und d s 
Proteins. 

Die Umwandlung von normalen Zelien in Tumorzellen vollzieht sich in mehreren 
Teilschritten, bei denen es zu Veranderungen zellularer Gene oder zum Erwerb 
viraler Onkogene kommt. Veranderungen zellularer Gene umf assen die Aktivierung 
von Proto-Onkogenen durch Mutation, Genamplifikation, Oberexpression oder 
Chromosomen-Translokationen sowie die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen 
durch Mutation oder Deletion. 

Verschiedene Gene, deren Veranderungen bei der Tumorentstehung von Bedeu- 
tung sind, konnten bislang identifiziert werden (vgl. Obersichtsartikel: Bishop, 
J.M., Cell 64 (1991), 235-248). Die Produkte solcher Gene haben verschiedene 
Funktionen. Sie wirken z.B. als Transkriptionsregulatoren, ais Glieder unterschiedli- 
cher Signaltransduktionsketten, wie Wachstumsfaktoren f Wachstumsfaktorrezep- 
toren oder Proteinkinasen, bzw. als Aktivatoren oder Inhibitoren der Zellteilung. 

Beispiele von Transkriptionsregulatoren sind Zinkfinger-Proteine. Diese Proteine 
besitzen charakteristische, zwei Cystein- und zwei Histidinreste enthaltende 
Strukturen, die so zueinander posttioniert sind, daS sie ein Zinkatom binden. 
Zinkfinger-Proteine sind DNA-bindende Proteine. Ein Beispiel fur Zinkfinger-Proteine 
ist das Produkt des Wilms-Tumorsuppressorgen WT1, dessen Veriust bei der 
Entstehung von Wilms-Nierentumoren eine wesentiiche Rolle spielt. 

Bis heute sind noch nicht alle an Tumorentstehung und -wachstum beteiligten 
Gene bzw. Genprodukte bekannt. Eine Tumordiagnose bzw. -therapie ist daher 
bisher nur begrenzt moglich. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mitt I bereitzu- 
st llen f mit dem Tumordiagnose bzw. -therapie umfassender betrieben werden 
kann. 
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ErfindungsgemaG wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA, 
die umfaSt: 

(a) die DNA der Nukleotide 446-1476 von Fig, 1 oder einen Teil davon, 
<b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 
(cj eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen Code 
verwandte DNA* 

Der Ausdruck -hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin f die unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bet 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit einer 
DNA von (a) hybridisiert. 

Fig. 1 zeigt das Insert des cDNA Klons COS AP4-E1 . Dieser Klon entstammt einer 
cDNA-Bibliothek der Cervixcarcinomzellinie ME 180 {vgl. Reuter, M.S. et al., J. 
Virol. 65 (1991), 5564-5568). Diese Zellinie enthalt die Human Papillomvirus 68- 
DNA (HPV 68-DNA) stabil integriert. Der Klon COS AP4-E1 enthalt zwischen den 
Nukleotiden 1-21 HPV 68-DNA. Ferner enthalt er zwischen den Nukieotiden 22- 
1 476 zellulare Sequenzen, wobei diese zwischen den Nukleotiden 446-1 476 Exon- 
Sequenzen eines Zinkfinger-Gens sind. Die Exon-Sequenzencodieren fur 4 Zinkfin- 
ger: Zinkfinger 1:1130-1191, Zinkfinger 2: 1214-1275, Zinkfinger3: 1298-1360, 
Zinkfinger 4:1382-1432. Der Klon COS AP4-E1 wurde bei der DSM (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen unter DSM 9450 am 30. Sep- 
tember 1994 hinterlegt. 

Vorstehendelnsert-DNA, insbesondere zwischen den Nukleotiden 446-1 476, kann 
Teil einer fur ein vollstandiges Zinkfinger-Protein codierenden DNA sein. Eine 
solche DNA und das durch sie codierte Zinkfinger-Protein sind somit auch Gegen- 
stand der Erfindung. 

Die Bereitstellung einer fur vorstehendes Zinkfinger-Protein codierenden DNA 
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rfolgt in Oblicher Weise. Beispielhaft wird die Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesondere die DNA zwischen den Nukleotiden 446-1476, als Sonde zur Hybri- 
disierung einer allgemein erhaltlichen cDNA-Bibliothek aus Leber, Gehirn, Plazenta 
oder Muskel, vorzugsweise Leber, verwendet. Auch kann eine cDNA-Bibliothek aus 
Blutzellen Oder HeLa-Zellen verwendet werden. Die genannten Gewebe und Zellen 
enthalten ausreichend RNA-Transkripte, die mit der Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 446-1476 hybridisieren {vgl. Fig. 
2). Erhaltene Klone werden einer Sequenzierung unterzogen und ausgehend von 
der Insert-DNA von COS AP4-E1 f insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 
446-1 476, wird die ein vorstehendes Zinkfinger-Protein codierende DNA bestimmt. 

Des weiteren eignet sich die Insert-DNA von COS AP4-E1, insbesondere die DNA 
zwischen den Nukleotiden 446-1476, und ganz besonders die DNA zwischen den 
Nukleotiden 1240-1476, zur Identifizierung einer genomischen fur vorstehendes 
Zinkfinger-Protein codierenden DNA. Hierzu wird die entsprechende DNA von COS 
AP4-E1 , z.B. die DNA zwischen den Nukleotiden 1 240-1476, als Sonde zur Hybri- 
disierung einer genomischen DNA-Bibliothek verwendet. Eine solche kann aus den 
vorstehend genannten Geweben und Zellen erstellt sein. 

Erfindungsgemafc wird der Klon COS 1 APM erhalten. Seine Insert-DNA enthalt in 
einem 5,5 kb groBen Sacl-Fragment die zur verwendeten Sonde, z.B. der DNA 
zwischen den Nukleotiden 1240-1476, entsprechende DNA. In den Figuren 3 und 
4 ist diese DNA von COS 1 APM zwischen den Nukleotiden 256-492 prasentiert. 
Der Klon COS 1 APM wurde bei der DSM unter DSM 9462 am 07.10.1994 hinter- 
legt. Gegenstand der Erfmdung ist somit auch eine genomische, das vorstehende 
Zinkfinger-Protein codierende DNA sowie das durch sie codierte Protein. 

ErfindungsgemaS kann vorstehende fur das Zinkfinger-Protein codierende DNA in 
einem V ktor bzw. Expressionsvektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fach- 
mann bekannt. Im Falle ines Expressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGE- 
MEX, pUC-Derivate und pGEX-2T. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und 
Ycpadl zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zeilen z.B. pKCR, pEF- 



WO 96/11267 



PCTYDE95/01390 



-4- 

BOS, cDM8 und pCEV4, anzug ben sind. Der Fachmann kennt geeignete Zellen, 
urn vorstehende, in einem Expressionsvektor voriiegende DNA zu exprimieren. 
Befspiele solcher Zellen umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1 , x1776, JM101 
und JM 109, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero, und HeLa. Der Fachmann weiB, in welcher Weise 
vorstehende DNA in einen Expressionsvektor inseriert werden muB. Ihm ist auch 
bekannt, dafc vorstehende cDNA in E;|coli, Hefe oder tierischen Zellen exprimiert 
werden kann, wahrend vorstehende genomische DNA nur in tierischen Zellen zu 
exprimieren ist. Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte 
bzw. transfizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das 
exprimierte Zinkfinger-Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein vorstehendes, 
rekombinant hergestelltes Zinkfinger-Protein ist somit auch Gegenstand der Erfin- 
dung. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Zinkfinger- 
Protein gerichteter Antikorper. Die Herstellung eines solchen erfolgt in ublicher 
Weise. Beispielsweise wird hierzu das Zinkfinger-Protein in BALB/c-Mause sub- 
cutan injiziert. Diese Injektion wird im Abstand von jeweils 3 Wochen wiederhoit. 
Etwa 2 Wochen nach der letzten Injektion wird das den Antikorper enthaltende 
Serum isoliert und in ublicher Weise getestet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform ist der Antikorper ein mo noklon a ler Antikorper. Zu 
seiner Herstellung werden nach vorstehender vierten injektion den Mausen Milzzel- 
len entnommen und diese in ublicher Weise mit Myelomzellen fusioniert. Die 
weitere Klonierung erfolgt ebenso nach bekannten Verfahren. 

Die voriiegende Erfindung stellt eine bisher nicht gekannte Zinkfinger-DNA sowie 
ein durch sie codiertes Zinkfinger-Protein bereit. Die erf indungsgem§&e DNA eignet 
sich als Sonde fur diagnostische Zwecke. Daruberhinaus kann sie in einem dem 
Fachmann bekannten Expressionsvektor zur Gentherapie eingesetzt w rden. Das 
erfindungsgema&e Protein eignet sich ebenfalls fur therapeutische Zwecke. Hierzu 
kann es in einer Qblichen pharmazeutischen Zusammensetzung verabreicht werden. 
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Des weiteren stellt die voriiegende Erfindung gegen das vorsteh nde Protein 
gerichtete Antikorper bereit. Diese eignen sich bestens zu diagnostischen Zwek- 
ken. 

Somit liefert die voriiegende Erfindung neue Mittel zur Diagnose und Therapie von 
mit der erfindungsgemaften DNA und dem durch sie codierten Protein zusammen- 
hSngenden Erkrankungen, insbesondere von Tumorerkrankungen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung: 

Fig. 1 zeigt die Insert-cDNA des Klons COS AP4-E1, 

Fig. 2 zeigt die Hybridisierung von PolyA + RNA aus verschiedenen Zellen mit 

der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 von COS AP4-E1, 
Fig. 3 zeigt eine Teiisequenz der genomischen Insert-DNA des Klons COS 1 

APM, und 

Fig. 4 zeigt den Vergleich der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 

von Klon COS AP4-E1 und der DNA zwischen den Nukleotiden 256- 
492 von Klon COS 1 APM. 

Die Erfindung wird durch das folgende Beispiei erlautert. 

Beispiel: Herstellung einer erfindungsgemaBen Zinkfinger-DNA 

Eine aus HeLa-Zellen erstellte A cDNA-Bibliothek wird einem ublichen Hybridis- 
ierungsverfahren unterzogen. Hierzu werden die durch Infektion der Bakterien 
erhaltenen Phagenplaques mit dem 32 p-markierten DNA-lnsert des Klons COS AP4- 
E1, insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 (vgl. Fig. 1), 
inkubiert. Es wird eine Hybridisierung mit einzelnen Phagenplaques erhalten. Aus 
diesen wird die Phagen-DNA isoliert und mit EcoRI gespalten. Die erhaltenen 
Fragmente werden in einem 0,5%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
Das Agarosegel wird einem ublichen Blotting-Verfahren unterzogen, wodurch die 
DNA aus dem Agarosegel auf ine Nitrozellulosemembran ubertragen wird. Diese 
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wird in ein Hybridisierungsverfahren eingesetzt, in dem die entsprechende DNA 
des DNA-Inserts von Klon COS AP4-E1 als 32 p-markierte Probe verwendet wird. Es 
wird eine Hybridisierung mit einzelnen DNA-Fragmenten erhalten. Diese werden 
isoliert und in einem mit EcoRI gespaltenen, dephosphorylierten Plasmid-Vektor, 
z.B. pBluescript r kloniert. Einzelne Klone werden analysiert, und durch Restriktions- 
spaltungen sowie Sequenzierung wird ein eine erfindungsgemaSe Zinkfinger-DNA 
enthaltender Klon identifiziert. 
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Patentanspruch 

1. DNA, codierend fur ein Zinkfinger-Protein, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA der Nukleotide 446 - 1476 von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

2. DNA nach Anspruch 1 , namlich die DNA der Nukleotide 256 - 492 von Fig. 
3. 

3. Protein, codiert durch die DNA nach Anspruch 1 oder 2. 

4. Expressionsplasmid, umfassend eine fur das Protein nach Anspruch 3 codie- 
rende DNA. 

5. Transformante, enthaltend den Expressionsplasmid nach Anspruch 4. 

6. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 3, umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 5 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 

7. Verwendung der DNA nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 

8. Verwendung des Proteins nach Anspruch 3 als Reagens zur Therapie. 
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Fig- 1 CDNA-Insert des Klons COS AP4-E1 
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Fig. 1 (Fortsetzung I) 
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Fig. 1 (Fortsetzung II) 
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cttcggtatgtacacgtggtagacgctccaggcgaagtggt.ccgtcctgttcgactttta 
KPYMCTICEVRFTRQDKLKI 



1270 1290 1310 

ccacatgcggaagcacacaggggagcggccctacct:gtgcat;ccactgcaacgcCaagt:t: 

1261 + + + + + + 1320 

ggtgtacgccttcgtgtgtcccctcgccgggatggacacgtaggtgacgttgcgGttcaa 
HMRKHTGERPYLCI HCNAKF 



1330 1350 1370 

cgtgcacaactacgacctcaagaaccacatgcgcatccacacgggcgtgcggccctacca 

X321 + + + + + + 1380 

gcacgtgttgatgctggagttcttggtgtacgcgtaggtgtgcccgcacgccgggatggt: 
VHNYDLKNHMRI HTGVRPY Q 

1390 1410 1430 

gtgcgagttctgctacaagagctt:cacgcgctc1:gaccacctgcaccgccacatcaagcg 

1381 + + + + + + 1^4 0 

cacgctcaagacgatgttctcgaagtgcgcgagactggtggacgtggcggtgtagttcgc 
CEFCYKSFTRS. DHLHRHIKR 

1450 1470 
ccagagctgccgcatggcacgccccgacgcggccgc 

1441 + + + * 476 

ggtctcgacggcgtaccgtgcggggcrtgcgccggcg 

QSCRMARPDA A 
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444: nxcht tumorigene HeLa x Fihrdblasten-Hybridzeil inie 
HeLa: HPV18 positive Zervixkarzinoni2ellinie 
C33A; HFV-negative Zervixkarzincmzellinie 

SSS' TStf™ ^f 05 ^^^ Vorhaut-Keratinozyten-Zellinie, HPV-negat 

SV*756: HPVl8-positive Zervijckarzinocnzellinie 

CaSki: HPV16»positive Zervixkarziromzellinie 

Fibroblast: humane epitheliale Lungenfibroplasten 

HL60: EBV-positive Burkitt's Lynphonzellinie 

277: spontan transformer te lynphoblastoide Zellinie 

2a4 und 2a5: nicht tumorigene BL60 x 277 Hybrid2ellinie 
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Fig. 3 Teilsequenz der genomischen Insert-DNA des Klons CDS 1 APM 

10 30 50 

GAGCTCGGGTATAAAAGGAGTTTGGGGGAGTGGGGCTTTCAGGACACTGCTTTTTCCGCA 

1 + + + + + + 

CTCGAGCCCATATTTTCCTCAAACCCCCTCACCCCGAAAGTeCTGTGACGAAAAAGGCGT 



70 90 110 

TCCCTTTAATCCAGGTGAGTAACCATACCTGTCTAAGGTGGGGCAGCAGTTGAGGGTAGA 

61 + + + + + + 

AGGGAAATTAGGTCCACTCATTGGTATGGACAGATTCCACCCCGTCGTCAACTCCCATCT 



130 150 170 

TCTAGCATGAGACCTATTTCTGGGGTTTGACTCCATGGCAGTAGGGAGCCTCGGCTGGTT 

121 + + + + + 7 + 

AGATCGTACTCTGGATAAAGACCCCAAACTGAGGTACCGTCATCCOTCGGAGCCGACCAA 



190 210 230 

CTGGAGAAAGGGGGAGCAAAAGGTTAGGAATGGCTCCTGGTGTTCCCTGCGGACTGACCC 

181 + + + + +— + 

GACCTCTTTCCCCCTCGTTTTCCAATCCTTACCGAGGACCACAAGGGACGCCTGACTGGG 



250 270 290 

CCAGTCTCTGCATTGCAGGCAGGACAAGCTGAAAATCCACATGCGGAAGCACACAGGGGA 

241 + + + — + + + 

GGTCAGAGACGTAACGTCCGTCCTGTTCGACTTTTAGGTGTACGCCTTCGTGTGTCCCCT 



310 330 350 

GCGGCCCTACCTGTGCATCCACTGCAACGCCAAGTTCGTGCACAACTACGACCTCAAGAA 

301 + + + + + + 

CGCCGGGATGGACACGTAGGTGACGTTGCGGTTCAAGCACGTGTTGArGCTGGAGTTCTT 



370 390 410 

CCACATGCGCATCCACACGGGCGTGCGGCCCTACCAGTGCGAGTTCTGCTACAAGAGCTT 

361 + + + + + 

GGT GT ACGC GTAGGTGTGC CC GC AC GCC GGGAT GGTC AC GCTC AAGACGATGTTCTC GAA 



430 450 470 

C ACGC GCTCTGACCACCTGCACC GCCACATCAAGCGCCAGAGCTGCCGC ATGGC ACGCCC 

421 + + + + + + 

GTGCGCGAGACTGGTGGACGTGGCGGTGTAGTTCGCGGTCTCGACGGCGTACCGTGCGGG 



490 

CGP.CGCGGCCGC 

481 + — 492 

GCTGCGCCGGCG 
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Vergleich der DNA zwischen den Nukleotiden 
1240-1476 von Klon COS AP4-E1 und der DNA 
zwischen den Nukleotiden 256-492 von Klon 
COS 1 APM 



256 
1240 

306 
1290 

356 
1340 



' Nflil M M MIIMilMM MINIM IMM I Mill IN UN | 

caggcaggacaagctgaaaatccacatgcggaagcacacaggggagcggc 1289 



355 



CCTACCTGTGCATCCACTGCAACGCCAAG^ 

IXlIlXi 'i * ■ i • * ■ 1 1 ■ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

cctacctgtgcatccact.gcaacgcCaagttcgtgcacaactacgacctc 1339 



405 



AAGAACCACATGCGCATCCACACGGGCGTGCGGCCCTACCAGTGCGAGTT 

MMIIUM III IIIJIIIIMIMIMlillMiiiiiiiii, I),,, 

aagaaccacatgcgcatccacacgggcgtgcggccctaccagtgcgagtt 1389 

406 CTGCTACAAGAGCTTCACGCGCTCTGACCACCTGCACCGCCACATCAAGC 455 

1390 I ' X 1 ' I I * I I I I I 1 1 • i I I I I 1 1 1 1 I J I I 1 1 I I I I I I J I J I I I J I I I I 1 1 

1390 ctgctacaagagcttcacgcgctctgaccacctgcaccgccacatcaagc 1439 
• • • 

456 GCCAGAGCTGCCGCATGGCAC GCCCCGAC GC GGC CGC 492 

14ln 'llllllillllllllllililHiHiiMiiiiii 

1,4U 9 cc agagctgccgcat.ggcacgccccgacgcggccgc 1476 
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Wi 
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